Тема 3. НУКЛЕИНОВЫЕ КИСЛОТЫ

При изучении этого раздела необходимо обратить внимание на различные виды нуклеиновых кислот (ДНК и РНК) и выполняемые ими функции, разобраться в строении пуриновых и пиримидиновых оснований, вспомнить строение пентоз (рибозы и дезоксирибозы), уяснить, как соединяются друг с другом отдельные нуклеотиды.
Нуклеиновые кислоты, обеспечивающие синтез белков в животном организме, - высокомолекулярные биологические полимеры, построенные из мононуклеотидов. Нуклеотид включает азотистое основание (пуриновое или пиримидиновое), пентозу (рибозу или дезоксирибозу) и фосфорную кислоту.
Дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК) является в организме носителем наследственных признаков, в ней закодирована аминокислотная последовательность белков.

Нуклеотиды в составе полинуклеотида имеют большее количество ионизированных фосфорных групп, заряженных отрицательно. Вот почему в хроматине ядра полинуклеотид ДНК связан с положительным зарядом гистона или протамина.
Итак, первичная структура ДНК - последовательность чередования дезоксирибиновых нуклеотидов.
вторичная структура ДНК.
В 1953 году в Кембридже американский химик Джеймс Дьюи Уотсон и Френсис Гарри Комптон Крик предложили модель молекулы ДНК, построенную на основании рентгеноструктурных анализов, проведённых университетскими научными сотрудниками. Согласно этой модели, молекулы ДНК представляют собой два спиралеобразных полинуклеотида, закрученных правильными витками вокруг общей оси и связанных между собой водородными связями между азотистыми основаниями нуклеотидов.
Причем попарно связаны водородными связями пиримидиновые основания с пуриновыми основаниями. Как правило, это Г+Ц и А+Т.

Эти пары азотистых оснований называются комплиментарными (т.е. дополнительными), поэтому последовательность расположения азотистых оснований в одной цепи зависит от последовательности расположения оснований во второй цепи.
Правила комплиментарности Чаргаффа
1. В молекуле ДНК количество аденина равно количеству тимина, а гуанина - количеству цитозина: А=Т; Г=Ц.
2. Отношение суммы пуриновых оснований к сумме пиримидиновых оснований равно единице: А+Г/Т+Ц=1. Отношение суммы аденина и цитозина к сумме гуанина и тимина равно единице: (А+Ц)/(Г+Т) = 1.
3. По нуклеотидному составу ДНК имеет видовую специфичность Ядерное содержимое клетки данной ткани данного вида животного всегда постоянно. Например, для животных характерен АТ-тип ДНК. У них: А+Т>Г+Ц. Для микроорганизмов характерен ГЦ-тип ДНК. У них: Г+Ц>А+Т.
третичная структура ДНК.
Физико-химические методы показали, что двойная спираль ДНК может подвергаться дальнейшей спирализации с образованием суперспирали или кольцевой формы с ковалентно связанным концом, что способствует уменьшению её длины (до 5 нм) в результате образования более плотной упаковки. Такой способ укладки вторичной структуры и получил название третичной структуры.
первичная структура РНК.
Первичная структура РНК - последовательность чередования рибиновых нуклеотидов. Макромолекулы РНК чаще всего представляют собой одноцепочечную полинуклеотидную цепь Разные типы РНК отличаются друг от друга качеством нуклеотидов, а также нуклеотидной последовательностью в полинуклеотидной цепи РНК. В целом соединение нуклеотидов в РНК аналогично таковому у ДНК с той лишь разницей, что в состав РНК не входит тимин, а присутствует урацил.
вторичная структура РНК.
Молекулы РНК, в отличие от молекул ДНК, построены из одной полинуклеотидной цепи. Однако в ней имеются участки, способные взаимодействовать по правилу комплиментарности, образуя спирализованные фрагменты. По правилу комплиментарности для РНК аденину соответствует урацил, а гуанину - цитозин.
Спирализованные участки полинуклеотидной цепи РНК называются "шпильками".
Например, в полинуклеотидной цепи т-РНК имеются четыре "шпильки". При изображении такой цепи РНК на плоскости получается фигура, называемая "клеверным листком"
третичная структура РНК.
Имеющиеся данные о структуре т-РНК свидетельствуют о том, что её нативные молекулы отличаются от плоской структуры "клеверного листа" большей компактностью, образованной за счет складывания различных частей молекулы.
Рибонуклеиновая кислота (РНК) может быть трех видов - информационная (матричная), транспортная и рибосомальная. Функции их различны, но все они принимают непосредственное участие в биосинтезе белков.

Опыт 1. Выделение дезоксирибонуклеопротеида из селезенки и качественная реакция на ДНК.

Дезоксирибонуклеопротеиды являются составной частью клеточных ядер и их еще называют ядерными нуклеопротеидами. Лучше всего получать нуклеопротеиды из тканей, богатых клеточными ядрами (лейкоциты, сперматозоиды, вилочковая железа, лимфатические узлы, селезенка, печень, белковый отдел яйцевода птиц). Характерным свойством ядерных нуклеопротеидов является их способность образовывать очень вязкие растворы в крепких растворах солей (например, в молярном растворе NаCl,) и нерастворимость в разведенных солевых растворах. При осаждении из солевых растворов ядерные нуклеопротеиды коагулируют в виде нитей.

Ход работы : 2-5 г ткани (селезенки) предварительно измельчают ножницами, затем тщательно растирают пестиком в ступке с толченым стеклом в течении 10-15 минут. Небольшими порциями в ступку добавляют 70 мл (точно!) 1 N раствора NaCl. Полученный однородный гомогенат сливают в большой центрифужный стакан и центрифугируют в течение 10 минут при 2500 - 3000 об/мин. 

Центрифугат сливают в цилиндр, измеряют его объем и в большой химический стакан отмеривает шестикратный объем дистиллированной воды. Затем тоненькой струйкой, медленно выливают центрифугат в стакан с водой, стараясь намотать образующиеся нити ядерного нуклеопротеида на деревянную палочку. Осторожно переносят их в химическую пробирку и используют для качественной реакции на дезоксирибонуклеиновую кислоту (ДНК).

ДНК дает ряд цветных реакций, по которым ее можно отделить от РНК. Эти реакции обусловлены наличием в молекуле ядерной нуклеиновой кислоты дезоксирибозы. Для обнаружения ДНК наиболее широко используется реакция с дифениламином, который дает с дезоксирибозой и ДНК синее окрашивание. Рибоза и РНК с дифениламином дают зеленую окраску.

Ход работы: Немного осадка дезоксирибонуклеотида перенести в про​бирку и растворить в 1 мл 0,4% раствора NaOH. Добавить равный объем дифениламинового реактива (до растворения осадка) и поставить в кипящую водяную баню на 15-20 минут. Наблюдается синее окрашивание,

Опыт 2. Получение РНК - нуклеопротеида из дрожжей и качественная реакция на РНК.

Дрожжи богаты нуклеопротеидами рибозного типа. Нуклеопротеиды можно извлечь из разрушенных клеток дрожжей при щелочной реакции раствора и осадить подкислением.

Ход работы: 5 г дрожжей помешают в ступку, добавляют 10 капель эфира и 10 капель воды. Вносят щепотку толченого стекла и тщательно растирают в течение 10-15 минут. Затем в ступку прибавляют постепенно, небольшими порциями 30 мл (точно!) 0,4% раствор NaOH и продолжают растирать. Затем гомогенат переносят в малый центрифужный стакан и центрифугируют в течении10 минут при 2500 - 3000 об/мин.

Центрифугат сливают в химический стакан, прибавляют 12 мл (точно!) 5% раствора уксусной кислоты до полного осаждения нуклеопротеида. Осадок нуклеопротеида собирают при помощи повторного центрифугирования (10 минут при 2500 - 3000 об/мин.). Центрифугат выливают, а с осадком проделывают качественную реакцию.

К полученному осадку РНК прибавить 1 мл 0,4 % раствора NaOH и после встряхивания перенести в химическую пробирку, добавить 1 мл дифениламинового реактива (до растворения осадка) и поместить в кипящую водяную баню на 15-20 минут. Наблюдается зеленое окрашивание.

